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論 文 内 容 要 旨
序論
麹菌,45ρθ瑠物5αアzaθは、我が国の伝統的発酵食品である酒 、味噌、醤油などの製造において千年
以上 にわたって利用され、食されてきている重要な微生物である。そのため、安全性については国内の
みならず、海外においてもGRAS(generallyrecognizedassa㈲として評価され、さらには、その高いタンパ
ク質分泌能から有用酵素や生理活性物質生産のための安全な宿主系として産業上の利用も多くなされ
てきている。また、発酵生産管理を背景とした経験的知見や有用微生物の生理 ・生化学的研究対象とし
て多くのデータも蓄積されている。しかしながら、ハ.αyz8θには有性生活環は未だ認められておらず、形
成される分生子も多核であるため、物 θm卿o盟属などに代表される古典遺伝学的手法を用いた遺伝子
機 能解析 には適していない点が多い。
一方、近年多くの生物で進められている全ゲノム解析が麹菌においても終 了し、麹菌ゲノム情報を活
用した遺伝子機能の効率的研究の道が開かれてきている。遺伝子の発現プロファイルを解析するため、
DNAマイクロアレイ等による網羅的な遺伝子解析ツールの開発 ・研究が進められる一方で、機能遺伝子
を効率よく特定するための分子生物学的解析技術のニーズも高まっている。
本研究では、Tagging等の遺伝子機能解析ツールの開発や有用麹菌育種のための新規手法開発を目
的として、麹菌の内在性 トランスポゾンに着 目し、転移活性を持つトランスポゾンの検索と機能解析を進
めてきた。トランスポゾンは原核生物からヒトまでの多くの生物に広く分布していることが知られており、
RNAを介して転写したDNAを転移するレトロトランスポゾンとトランスポゼースと呼ばれる酵素によりDNA
ユニットを切り出して転移するDNAトランスポゾンの2クラスに大きく分けられる。糸状菌の 凡`5ヨ加 加属や
陥 α砂卿㎜ 属などにおいては、両クラスの各種活性型トランスポゾンが多数単離され、特性解明がなされ
てきている。トランスポゾンの活性化 により、機 能遺伝子上に挿入転移または切 り出された場合 、標的遺
伝子の不活性化や活性化を引き起こし遺伝子構造や表現型 に影響を及ぼす可能性がある。したがって、
麹菌などの有性世代を持たない生物種においては、環箋適応や多様性を生み出す機構としてトランスポ
ゾンのような可動性DNA因 子が重要な役割を果たしていることが示唆されている。すでに、麹菌におい
てもゲノム情報をもとに5種のレトロトランスポゾン、1種のDNAトランスポゾンが同定 ・解析されているが、
転移活性を有する可動性のトランスポゾンはまだ見出されていない。
しかしながら、これ らトランスポゾンは麹菌 内に多コピーで存在する株 が多いことや 、醤油 用麹菌
月卿剛 α55舶θにも同様に分布していることが明らかとなり、可動性という特徴 だけではなく種間の水
平伝搬の可能性も推察された。そこで、さらに検索を進めたところ、実用株である 酒.αアzaθOSI1013株
の 舶 ∠)変異株のなかに、偶発的に勲 ∠)遺伝子内に転移した新規DNAトランスポゾン月01}ηρ1が見出さ
れた。
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本研究では 凶o吻ρ1の特性解明と優 良株育種などの醸造現場への応用を目的として、麹菌での転移
活性化およびその転移様式を検討するとともに、構造的特性について菌株 間での比較解析を行った。
第1章 新 規DNAト ランスポゾン ん 伽ρ1の構 造 と転 移活性
1-1./10加1の構造 的特徴
月o加ρ1は実用株 、4.αア詔θOSI1013株にお いて偶発 的 に 〃治∠)遺伝 子 内 に挿入 され た転 移ユニットと
して見出された。このトランスポゾンは両端 に22-bpのtermlnalinvertedrepeat(TIR)を有 し、その外側 に
TA2-bpのtargetslteduplication(TSD)がある典型 的なClassHDNAトランスポゾンであった(Fig.1A、
Table1)。また、transposase部分 のアミノ酸配 列が 凡5aπ力盟 属 の 加ρ飽 とよばれるDNAトランスポゾン
のtransposaseと相同性 が高いことから(Fig.1B)、この トランスポゾン ・ユニットを 、40吻ρ1と命 名 した。
伽 曲 は7ヒ1/加勘 θrファミリーに属 し、転 移 活性 が高 いトランスポゾンとして知 られ てお り、沼.α脚 θ
OSI1013株でコピー数が約16と多く存在 する.40吻ρ1も麹 菌で高い 転移活 性 が期待 された(F量g.2)。
1-2./10加1活性 化条件 の検討
これまで、廊 ρθ卿 物5η細rや 廊 ρθ卿 物5伽 細 如 などの!1砂θ瑠 物5属 糸 状 菌 にお いて、転 移活性
を持 っ可能 性のあるDNAトランスポゾンの報 告 はいくっかなされているが、実 際 に転移 活性 が証 明でき
たものはない。本研 究で見出した ん 吻ρ1は、偶発 的 ではあるが 舶 ∠)遺伝 子 への挿 入 が起こっており、
魚5a〃'㎜属の可動性 因子 加ρ飽 との相 同性 も考 慮すると、転移 活性 を示す 可 能性 を期待 できる。そこで、
はじめに転移 に関与すると考えられるtransposase遺伝 子(∂o乙4)の発 現誘発 条件を調 べ るため、液体培
養 にお ける各種 ストレス条件 下でのノー ザン解 析を行 った(Fig.3)。80胡は、osIlo13株では通 常の液 体
培養 条件 下でもある程度 の転 写がなされていたが、イネいもち病 菌(漉8ηβρ0渤θ8π曾θ∂)などのレトロトラ
ンスポゾンで活性 化 効果 が報告 されているCu存 在 下 の培養 や 高温 処理 により、わず かなが ら転 写促 進
が認 められ た。さらにCu濃 度や 温度処 理 の影 響 を詳 細 に検討 したところ、Cu濃度 は0.4～0.6mMで、
また37℃より42℃で明確 な転 写促進 効果 が認 められ た。
1-3.トランスポゾン・トラッピング
月o伽ρ1の転移活 性を調べ るために 、transposaSe遺伝 子(∂o乙4)の転写 促進 が認 められたストレス条件
において、転移 挿入 が起こった株を取得 することを 目的としてトランスポゾン・トラッピングを行 った。
OSI1013株を用 いて、Cuおよび熱ストレスをかけた分 生子 、またCu添 加 ストレス培 地 で培養 して着生 し
た分 生子 を、0.5MKCIO3を含 んだプレー トで 刀蜘r株 を取得す る要領 で 、KCIO3に耐 性 を示す株 のスク
リー ニングを行 った(Fig.4)。さらに、0.5MKCIO3を含 んだプレー トで生 育を示 したコロニーを集 め、PCR
によるん 吻1挿 入株 の2次スクリー ニングを行 った(Table2)。トランスポゾン・トラッピングの対象遺 伝 子
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としては、従来 は 舶Z)(nitratereductase)遺伝子が用いられていたが、今 回 は麹 菌のゲノム解 析情 報 を
利 用 できる利 点を生か して、η血∠ア株 と同様 にKClO3耐性 となる硝 酸塩 資化 関連 遺伝 子 である 酬
(transcriptionfactorfornitrogenmetaboliterepression),crnA(nitratepermease),nlrA(transcription
飽ctorfbrnitratelnduction)についても同時にトランスポゾンの挿入 の有無を調 べた。
transposase遺伝 子の発 現誘 導条件 をもとに、各種 の転移 誘発条 件 につ いて検討 したところ、分 生子 を
42℃の熱ストレス処 理お よび9mMCuSO4で処理す ることにより、α舶 への挿入 が推 定 される3.5kbのバ
ンドが認 められた(Fig.5A)。また、0.5MKCIO3を含 む培 地 において37℃で培養 したり、4mMCuSO4
を含 む最 小培 地で培養 して着 生した分 生子 を用いてスクリー ニングす ることにより、同様 に3.5kbの挿 入
によってサイズが大きくなったバンドが認 められた。
さらに、分生 子を形成 させる場合のCu濃 度 にっ いて検 討 したところ、4mMで は 翻 への挿入 が観
察 されたが 、6mMに なると挿 入バ ンドが認 められ なくなった(Fig.5B)。一 方、舶0遺 伝子 を対象 にして
調 べると、4mMまで挿入 グル ープ は認 められなかったが、6mMで挿入株 が得 られ るようになった(Fig.5
C)。このように、、40伽ρ1はストレス条件 下で転移活性 を示 し、実際 に麹菌 の染色 体 上で転 移す ることが
明 らか となった。
1-4.!10吻ρ1挿入 様 式
ん 吻ρ1の転移挿 入が認 められた株 において、挿 入の位 置と様式 を検討す るため、挿 入 部位 の塩基配
列 決 定を行ったところ、4mMCuストレス培養 で着 生した分 生子 から得 られ た挿入 株 では、α捌 プロモー
ター領域 への挿入 が順 位および逆位 の両方 向とも認 められ、TAの位 置 に 刃o吻ρ1端のTAを 組換 えて
挿 入が起きていた(Fig.6A)。また、分 生子のストレス処理をせず 、Kclo3培養 時 に37℃で培養 したグル
ー プか らは、順位 お よび逆位 でコード領域 内の異なる3箇所 に挿入 が起きた株 が得 られた(Fig.6B)。さ
らに、6mMCuストレス培養 により着 生した分生子か ら得 られた 舶 ∠)遺伝 子へ の ん 吻ρ1挿入株 はプ ロ
モー ター領域 に順 方 向で挿入 されている株 が多く得 られた(Fig.7A)。なお 、このストレス条件 でスクリー
ニングしてきたKCIO3耐性で硝酸塩 非資 化性を示 す株 のうち、半数近 くが 〃配)遺伝 子へ の 、40伽ρ1挿
入株 であったことから、このようなストレス条件下では高頻 度で/10肋p1の転移 が起こっているものと考えら
れる(Fig.7B)。また、いずれの挿入株 もTAを組 み換 えて ん 吻ρ1挿入 が起きていた。さらに、YPD培地
ではCuストレス効 果 による転移 活性 化が低 下する傾 向が認 められた。ストレス条件 と挿入 を確認 して得 ら
れ た頻 度 にっいてTable3に示 した。
1-5.復帰 変異株(再転移株)とfbotprint配列の解 析
ん 吻ρ1の転移 条件の詳細な検討 と転移効 率の測 定を 目的 に、α畑 プロモーター に挿 入 が起きた株
(順位 お よび逆位 の両株)を用いて、分 生子のストレス処理 による復 帰変 異株 のスクリーニングを行 った。
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なお、α蝸 プロモーター挿入株 にっいては、定量RT-PCRによりα崩 遺伝子の転写量が1/10に低下
していることを確認している(Fig.8)。その結果、転移挿入条件と同様 に高温ならびにCuストレスによって、
高頻度に復帰変異株が得られた(Fig.9、Fig.10)。また、低頻度ながら、酸処理 、過酸化水素水および
U>処理 によっても再転移が認められた(Flg.10)。さらに、復帰変異株の α畑 プロモーター上の ん 吻ρ1
が挿入されていた部位の塩基配列を調べてみるど、いずれの株 にも5㌧CTTTA-3'の5塩基の挿入配列
が残っており、挿入の方向にかかわらず同一のibotprintが残されることが示された。さらに、加冠)プロモ
ーター挿入株からの復帰変異株についても同様のfbotprintが残されていた。以上の結果から、月.
のz8θOSI1013株では、ストレス条件下でDNAトランスポゾンであるん 力即1が 転移活性を示し、実際に
染色体上に転移を起こすことが明らかとなった。ここで、挿入株はいずれもCuストレスに対して感受性が
高くなっており、1～2mMCu処理区で高い転移効率を示し、復帰変異株の取得率から算出された
.4乙吻ρ1の転移頻度は、T-11-1株において最も頻度の高い1mMCu処理6時間の条件 下で1.6×10-4
であった。
さらに、ん 吻ρ1のゲノム上での転移 について検討することを目的に、挿入株と復帰変異株 についてサ
ザーン比較解析を行った(Fig.11)。その結果、親株(osllo13)と比較し大きなバンドパターンの変化は
ほとんど認められなかったが、そのなかでT-11-3株(α舶 プロモーター逆位挿入)の復帰変異株におい
て9.5kbバンドの消失が認められ、ん 吻ρ1の染色体上での転移があらためて明らかとなった。
第2章 、40吻ρ1の麹 菌 にお ける分布 と菌株 間での構 造 比較 解析
2-1.、40勿1の各種麹菌株 にお ける分布 と配 列比較
転移 活性 を有するハo吻ρ1を遺伝 子解析 用 ツールとして適 用す るため に、各種 麹 菌(.4.o〃z3θ)株にお
けるコピー数や 分布 、ならび に醸造現 場で長年 使用 されてきたAα γ囮θとハ.5(痴θの間 でのトランスポ
ゾンの水 平 伝 搬 の可 能 性 などにつ いて興 味 が持 たれ た。そこで 、醸 造 用 麹 菌 の 各 種 菌株 にお ける
乃o吻ρ1ユニットの分布 お よび配列 につ いて比較 検討 を行 った。
TIR部分 をプライマー(Table1)としたPCRを 行ったところ、RIB40や実 用株(AOK;秋田今 野 商店保存
株)を含 む/1.αγzaθのほとんど(13/15)、さらには/1.5舶θの多 く(6/10)でん 吻 ρ1に相 当す るバンドが増
幅された(Flg.12)。これ らのうち、月.α脚 θにつ いてサザー ン解析 を行 ったところ、ハイブ リダイゼー ショ
ン・パターンに大きな違 いが認められた。興 味深 いことに、RIB40等ゐ1コピー と推 定 される株 ではハ イブ
リダイゼーション・バンドが非 常 に薄いという現 象が認 められた。また、そのほかに2-3コピーの明瞭 なバ
ンドを持 つグル ープとOSI1013株と同様 に多コピー でハイブリダイゼ ーション強度 の強 いグループが認 め
られ(Fig.13A)、多コピー株 ではOSIlo13株と同じく14-16コピー保 有 していると推定 された(Fig.13B)。
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transposaseに相 当す るORF領 域 の塩 基配列 を決 定 して比較 したところ、塩基 配列 によるグループ分け
とハイブリダイゼー ション ・パターン様 式 によるグル ープ分 けとの間に相 関が認 められ た(Fig.14)。全ゲノ
ム解 析 に用 いられ たRIB40株で は、月o吻ρ1のtransposaseORFの塩 基配 列はOSI1013株のものと90%
と相 同性 が低 く(Table4)、配 列 中 ほとん どがGC→ATのRIP(Repeatinducedpointmutation)様の塩基
置換 を受 けてお り、その結果ORF全 体 にわたってストップコドンが多く生じていることから、RIB40では
ん 吻ρ1は機 能 していないもの と推 定された(Flg.15)。さらに、このRIP様塩基 置換機 構 につ いて検討す
るため、制 限酵 素 によるGCメチル 化解 析を行ったが、違 い は認 められずtransposaseORF内のメチル化
は検 出されなかった(Fig.16)。
2-2.各種麹 菌 の変異 型 、40吻ρ1の転 移活 性の検討
各種の麹 菌株 から単離 された変 異型 の!10吻ρ1とOSI1013株由来 の野 生型 との転移活性 を比較 する
ため、transposase遺伝 子の発 現 をノーザン解 析 により調 べ た。塩基 配列 がOSI1013株のものと一致 して
いるん 吻ρ1を有す るRIB128株では、OSI1013株と同様 の転 写産 物が認 められたが、transposaseに2
個 のアミノ酸変 異を持 つRIB209株(3コピー)およびRIP様変異 を多く持 っているRIB40株ではシグナル
は認 められなかった(Fig.17)。このことから、osllo13株と同様 の配列 を持っているRIB128株などの
月α加1は 転 移活 性 を有 する可能 性 が示 された。一 方、アミノ酸 置換のあるtransposaseを持 つ 、40吻ρ1
は転 移活性 が低 いと考えられるが、保 持 しているコピー数 が少 ないため にノーザ ン解 析では発 現が認 め
られ なかったことも考 えられるので 、今 後RT-PCRなどによる解析 が必 要である。
第3章 総合 考察
麹菌 月.αアz8θのゲノム情報を利用した未知遺伝子の機能解析や有用遺伝子のスクリー ニング、さらに
は有用麹菌育種のためのツールとして、麹菌の内在性トランスポゾンに着 目し検索と機能解析を行って
きた。本研究では、実用株OSI1013株より見いだされ、転移活性が期待された新規のDNAトランスポゾ
ン140伽ρ1について構造と転移活性にっいて解析を行った。
ん 吻ρ1は構造上の類似性から7b1/加a肋θrsupe曲milyに属するClassHDNAトランスポゾンである。
高温やCu添加培養によってtransposase遺伝子の転写レベルでの活性化が認められ、硝酸塩資化関連 一
遺伝子を用いたトランスポゾン・トラッピングの結果、π劔 のみならず α朗 への挿入も認められた。
ん 勿ρ1の㎝4と 舶0領 域への挿入には処理するCu濃度に閾値が認 められ、一方YPD培地などの
富栄養条件では挿入効率の低下が見られることから、ストレス処理条件によって挿入される遺伝子領域
が異なる可能性が示唆された。また、スクリー ニング時の高温培養によって{翻 コード領域への挿入株
が得られ、ストレスの種類によっても挿入遺伝子が異なる傾向が見られた。また、挿入位置はすべてTA
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の位置にん 吻ρ1端のTAを組換えて起きていたが、挿入周辺領域の配列にコンセンサスは見いだせな
かった。一方、同時にスクリー ニングを行った硝酸塩資化関連遺伝子の 謝 、〃朗 については、現在ま
で挿入株 は得られ ていない。
以上のことから、ん 吻ρ1転移はランダムではなく転移誘発条件や挿入される遺伝子のマクロな構造に
影響されるものと推察される。さらに、今までのところ転移が認められていない通常の培養条件や低ストレ
ス条件でもtransposase遺伝子は転写されていることから、ストレスによる転移抑制機構の不活性化の可
能性も考えられる。これら転移機構の解明は挿入される遺伝子領域の周辺構造との関連性の面からも今
後の大きな課題である。
挿入株の.40吻ρ1再転移に関する解析から、ストレス条件と転移効率の相関が再確認 されるとともに、
同一の5-bpのfbotprint(5'一CTTTA-3')が残されることが明らかとなった。このfbotprint配列をもとにし
て解析することにより、長年の醸造現場での選抜育種の問に、麹菌において不活性化されてきた遺伝子
群を同定できる可能性も考えられる。
麹菌において.40吻ρ1は湘.oηz3θのみならず 、4.5碗θにも広く分布しており、また、様々なコピー数で
保有されていることが認められた。RIB40株などの低コピー株では高度にRIP様変異が起きており、おそ
らく水平伝播した後に短時間で不活性化機構が働 いたことが推察される。RIP様変異の前段階と考えら
れる配列 中のメチル化については検出できなかったが、今後、トランスポゾンを遺伝子解析ツールとして
応用していく上で、麹菌におけるDNAトランスポゾンの不活性化機構についての解明が望まれる。一方、
RIB128などの多コピーを有する株では同一の配列の状態で保持されており、OSI1013株と同様 にストレ
ス条件によって活性化、転移が引き起こされるものと考えられる。
本研究において.45pθ蜘5属 のみならず糸状菌において、人為的条件によるClassHDNAトランスポ
ゾンの転移および転移活性の制御が初めて示された。今後、麹菌において、40吻ρ1や他のトランスポゾン
を用いた遺伝子機 能解析ツールの開発や、「組換えを用いない」分子育種技術の開発への応用と発展
が期待される。
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要約
1..40吻ρ1は7ヒ1/加曲 θrFamilyに属し、実用 株OSI1013株で は、CuSO4や高温処 理 により
transposase遺伝 子 の転 写促 進が認められ、転移 活性 の 向上が期 待 された。
2.CuSO4ストレス条件で培養 した分生子 を用 いてKCIO、スクリーニング(トランスポゾン・トラッピング)を行 、
ったところ、舶 ∠)遺伝子 のみならず、α泌 遺 伝子 にも ハo吻ρ1の挿 入 が認め られた。
3.ストレス条件 の違いにより、、40伽p1の転移 挿入位 置 や挿 入様 式 が異 なる傾 向が見られた。
4.復帰 変異 株 取得 によるによる転移 効 率の測 定 を行ったところ、転 移 挿入 条件 と同様 に高 温ならび に
Cuストレスによって、高頻度 に復 帰変異株 が得 られ 、低頻 度 ながら、酸処 理 、過 酸化水 素水 およびUV
処理 によっても再 転移 が認 められ た。
5.α舶 への挿入 方 向の違 いやniaD遺伝 子挿 入 にかかわ らず 同一のfbotprint(5'一CTTTA-3')が残 さ
れていた。
6.転移株 のサ ザーン比較 解析 により、復 帰変異 株 の一部 で消 失バ ンドが認 められ 、染 色 体上での転移
が明らかとなった。
7.、40吻ρ1は、、4.αアz∂θおよび45吻 θの実用株 や保 存株 を含 む広 い菌株 に分布 している。
8.RIB40などの1コピーでGC⇒AT変 異 が多い株 においては、transposase領域 でのRIP様の機構 によ
るDNA変 異、さらにはメチル化 以外の修 飾や 構造 変化 が起きていることが推 定 され た。
9.内在性ClassI【transposonの人為的ストレスによる転 移 が、鴻卿θ瑠 翅α5属のみならず糸 状菌で初めて
認 められ 、、40吻ρ1による遺伝 子機 能解析 や育 種へ の応 用 が期待 できる。
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Fig.lStructuralfeatureofAoimpl
(A)SchematicrepresentationofthestructureofAoimpl.
T皿=terminal血vertedrepeatsTSD胃targetsitedupHcadon
(B)AHgnmentofaminoacidsequenceof1血e∠40εηψ1transposaseαo姐andε脚 α」αtra皿sposase。
*,identicalaminoacidresidues;.,similaraminoacidresidues.
TablelCharacterizationofDNAtransposons
Transposon 伽 ρα'α 孟o碗ρ1.
Leng血
Transposase
TIR
1281-bp
340唱a
27-bP
129牛bp
357-aa
22-bp
Table2PCRprimersusedinthisstudy
PrimernameSequence PositionsrelativetoATG
A(血np14R
areA唖PF
a爬A丑
cmA嗣PF
cmA駅
血A絹PF
nkA-R
屈aD肖PF
n量aD頃R
crnART-L
cmART-R
5'一GGTCAAAA(πCTGACTACACづ3'
5'一CACTCGAGCCTI'ITPAGCTG3'
5'ATTACAGACTCATCGTCAAC3'
5'一CC(mGCTrrGTCCACATC-3'
5'TTATACCATCTGACGTCTTG3'
5'AGTATTGAAACACCCGCAAC3'
5'一CTAGAACAGGAGGTTGGTCA3'
5'一CATrGTCTCCATCATTCTrC≒3'
5'一GAACGCCGTTATGACCCATG-3'
5'一CACACACAATCCGTCTGGTC3'
5'ACCTCCTAGGTTGCCCATTC3'
InvertedrepeatofAoimpl
areA(561to542)
areA(+2671to+2652)
(77凶(一472to-453)
crrtA(+17400+1721)
nirA(560to541)
rurA(+2410to+2391)
niaD(508eo-489)
niaD(+3037to+3018)
crrtA(+1305to+1324)
crnA(+1605to+1586)
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Fig.2So耐bemblotana星y曲ofAo吻1fレom
凶」07y2瑠OS11013
GenomicDNAwasdigestedwithseveralrestriction
enzymesindicated.Theprobeusedfor
hybridizationwasthefhHle且g血of110f〃1ρ1(1.3kb).
伽 ・{
GAPDHご
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
CO.2
mMCuSO4
0.40.60.8
Temp.
3743ｰC
F㎏.3Nolthernb艮otanaiysおofAo吻1expression脚nder
variousstressconditions
TotalRNAs(5ｵg)extractedfromA.oryzaeOSI1013cultured
understressconditionsfor4hrwerehybridizedwiththefull
lengthofAoimpl.GAPDHwasusedasacontrolprobe.The
28Sand18Sr12NAstainedwithethidiumbromidewasshown
inthebottompanel.
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Fig.4S㎞tegyfbrtransposon-traPP血㎎ofAo吻1
ConidiaeithertreatedwithCuSO40rheatshock,orconidiatedonCD(Czapek-Doxagar)containingCuSO4
weresubjectedtotheselectionforcoloniesbeingtolerantagainstchlorateandshowingpoorgrowthonNO3
co飢aj血gmedium.ThecandidatesweτescreelledfbL40∫〃甲1i1】ser且onbyPCRampll爵cationofnitrate
uptakerelatedgenes.
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A)TranspositionofAoimplintothecrnAgenelocusbystresstreatmentwasdeterminedbyPCR.Distinct
additionalbandsIargerthanthecr漉4血dicatetlle㏄culrenceof!10ε卿1血s r虚0 1.C,Control(conidiahlcubated
at30℃fbr6㎞);lane1,conidiaincubatedat42℃fbr6hr;1ane2,conidia鵬atedingmMCuSO4at30℃fbr6hr;
Iane3,conidiatedat37℃;lane4,conidiate40nCDcont血ing2mMCuSO4;lane5,conidiatedonYPD
conta面ng2田:MCuSO4;1ane6,conidiatedonCDcontai皿㎞g4血MCuSO4;1ane7,conidiatedonYPD
containing4mMCuSO4;M,λノ研 π4皿 ㎜ker.
B),C)EffectofCuSO4concentrationsontranspositionofAoimplintocrnA(B)andniaD(C).Conidia
harvestedfromcoloniesgrownonCDplateswithCuSO4rangingfromOto6mM.M,200byladder
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(A)andCDcon曲 ㎞ngO.5Mchlorateat37℃(B)weredetemined.Sequencesaroundinser恒onsitesand
dhiectionofinserted!10碗ρ1(stripeda荘ows)arehldicated.Thesitesof、40碗ρ1孟nse面onsareshown
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StrainT273
andothers
aotA司R427
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NO3()Strains
T肖27一
i1,2,3,4,6,7,8,12
T29-
4,5,8,9,10,11,12
T31,5,8,12
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Fjg.7Mappingof!隻o吻1ihser鉦onsw髭hin重he吻Oge皿e
(A)Theinsertion㎜nerofselectedst面ns丘omsporegro㎜onCDcontai血g6mMCuwere
dete皿血ed.Thesequencearoundinserdollsiteandd廿ectionof∠40ご〃ψ1(stdpedarrows)areilldicated,
OneofTSDs(5'TA3')ofAoimplisduplicatedattheinsertionsite.
(B)GrowthofputativeniaDmutantsanddetectionofthePCR-amplifiedfragmentscausedbyAoimpl
inser燵onwith血血eπ 如Dgelle.Primersusedareindicate4asaロρwheadshlpanelA(niaD-PFand
aotA-R427).
Table3Stresscondi髄onsandAo吻1血1se㎡onsite
Stresscondition Frequency Geneandinsertionsite*
Conidiated
on4mMCuSO4
6/12 crnA(37Q;F)(1),crnA(一335,R)(5)
Conidiated9/18
0n6mMCuSO
_一__.._4____轍..._______._.._
πゴαD(一224,F)(6)
Myceliagrown
onO.5MKC103at37904/12 c7rπ4(+413,R)(1),crπ4(+633,F)(2),
cη磁(+1606,F)(1)
*血serdonsitesareilldicatedrelativetoATG(+1).F,fbrwardd量rection;R,reversedi1:ection.
Thenumberintheparenthesisrepresentsthatofisolates.
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1013,0SI1013;T-11・℃,chlo】俄teresistantstra血without
z10fη卯1inserdonw量thinthecrπ,4;T-1.1-1,、40ε卿1
insertionwithinthecrnApromoter(370,forward);
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(一335,罫eve鵬)
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Fig.9EffectofCuSO40nezcisionofAoimplinsertedwithinthecrnAgene
A)ExcisionefficiencyofAoimplbytreatingconidiawithvariousconcentrationofCuSO4.
・Conidiaofcr滅4mutantsweresuspendedillvadousconcehtrationofCuSO4(0-10mM),hlcubated
at30℃fbr6hr,andtbenweregrowno盤CDmediumwithNO3asasolenitrogensource.
B)Growthofthec凧4mutanちT-ll-1,su切ectedtoCu2+stresstreatmentollCDmediumwitL
NO3.ColoniesshowinggoodgrowtharerevenantsthattheAoimplhasbeenexcisedfromthe
crnApromoter.
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Fig.10EffectofvariousstressconditionsonexcisionofAoimplinsertedwithinthecrnAgene
ConidiaofthecrnAmutant(T-11-1)weretreatedundervariousstressconditionsindicated.pH3and
pHllindicateO.2Msodiumacetatebuffer,pH3.OandO.2Msodiumphosphatebuffer,pH11.0,
respectively.Conidiawereshaken(200rpm)at30ｰCfor6hr,andthenweregrownonCDmedium
withNO3asasolenitrogensource.
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Fig.11Southernblota皿a艮ys誌ofAoカπワ1hlt血estra血s
withinsertionaadexcision
Geno皿icDNAsdigestedwithP5'Iwereseparatedon
agarosegelelectrophoresisandhybridizedwithAoimpl
fragment(1.3kbp)ofOSI1013.
Anarrowheadpoints9.Skb-fragmentabsentonlyinthe
strainT-113R(lane4).
C,pazentstrain(OSI1013);1,T-11-1(Aoimplinsertion
withinthecrnApromoterinforwazddirection);2,T-11-1R
(revertantfromT-11-1);3,T-113(Aoimplinsertionwithin
thecrη≧4promoter血reversed廿ection);4,T-11≒3R
(revertantfromT-113);5,T282(Aoimplinsertionwithin
dleπεαDpromoterinfbrward曲ectio11);6,T-28-2R
(revenantfromT282).
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∠40吻1費agmentswelealnphfiedbyP(=RusillgTIRsequenceasap丘meL
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Fig.15AlignmentofaminoacidsequenceoftheAoimplfromOSI1013andRIB40
DifferentnucleotidesoftheaotAORFfromthatofOSI1013inRIB40areindicatedinbold,ofwhichGC
敦)AT皿utationsareindicatedwithunderHnes.
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TotalRNAs(5ug)wereseparaxedandhybridizedwiththefulllengthofAoimpl(1.3kb)from
OSI1013asaprobe.EachstrainwaspreculturedinMMsupplementedwithtraceelementsand
O.2%casaminoacidat30ｰCfor36hrandthenculturedunderstressconditions.
CO,p聾eculture;C4,contmlat30。C;Cu4,culturedinO。2mMCuSO4at30℃;H4,culturedat42℃.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
麹菌はわが国の伝統的発酵食:品である酒,醤 油,味 噌などの製造において千年以上にわたって利用
されている重要な微生物である。最近麹菌の全ゲノム解析が終了し,ゲ ノム情報にもとつ く網羅的な
遺伝子機能解析が可能 となってきた。一方で機能遺伝子を効率 よく特定するための分子生物学的解析
技術の開発 も望まれてきている。本研究は,麹菌の実用株で見出 されたDNAトランスポゾンを利用
した トランスポゾンタギングによる機能遺伝子の同定 と優良株育種への応用 を目的 として,麹 菌にお
ける トランスポゾンの転移活性化および転移様式を明 らかにするとともに,麹 菌株間での構造的特性
を解析 したものである。
実用麹菌株 の硝酸還元酵素遺伝子に偶発的に転移挿入 されたDNAトランスポゾンが見出され,そ
の構造を調べた ところ,両端に22bpのte㎜inalinvertedrepeatを有 し,その内部に357アミノ酸をコー
ドするORFが存在 した。このORFにコー ドされるタンパク質は,翫 ∫α勘〃2属カビの転移活性を示す
トランスポゾン卯卿 αに存在す る トランスポゼースに相同性 が高く,実用株においても多 コピー存
在することから,転移活性を有 しているものと考えられた。 トランスポゼース遺伝子の発現を調べた
ところ,通常の培養条件でも転写 されていたが,銅イオン存在下での培養や高温処理によって発現量
が増加 した。このようなス トレス条件下で分生子を処理,ま たは培養 して分生子を形成させ,得 られ
た過塩素酸塩耐性株について,耐 性に関与する遺伝子 を トラップとして トランスポゾンの転移をスク
リーニングした。その結果,硝 酸取 り込みに関与するα漁 及び硝酸還元酵素遺伝子 伽1)のプロモー
ターやコー ド領域に トランスポゾンが挿入 された株が効率よく得 られた。挿入 された位置にはTAの
重複配列が存在 し,7ヒ1/脚r'ηεrファミリーに典型的な挿入様式を示 した。また,α蝸 プロモーター
に挿入されて硝酸塩非資化性 となった株を親株 として,ス トレス処理することによ りトランスポ ゾン
の転移脱離が誘発 され,硝 酸塩培地に生育可能な株が1σ4～10曽5の頻度で取得できた。 トランスポゾ
ンが切 り出された領域には,CTTTAの5塩基がfootprint配列 として残 されていた。
麹菌や近縁の醤油麹菌の保存菌株における本DNAト ランスポゾンの分布 を調べたところ,多コピー
存在するグループ,3コピー程度存在するグループ,1コ ピーのみ存在す るグループの3種 に大別で
きた。特に,全 ゲノム解析に使用 したRIB40株では,サ ザン解析で うすい1本 のバ ン ドが認められた
のみで,PCRによって増幅 された トランスポゾン領域の塩基配列か ら,C:G-A:Tへの置換により
トランスポゼース遺伝子内に多数のス トップコドンが生 じていることが明らか となった。
本研究では,こ れまで転移活性を有する トランスポ ゾンが見出されていなかった麹菌において,初
めて転移可能なDNAトランスポゾンを発見 した。また,外 的ス トレスに応答 してDNAト ランスポゾ
ンが転移す るとともに,挿入遺伝子部位か ら切 り出されることをカビで初 めて明 らかにした。また,
本研究の成果は,麹 菌における トランスポゾンによる遺伝子タギング法の開発につながることが期待
され る。以上の研究成果に鑑み,審 査員一同は本論文が博士(農 学)の 学位を授与するに値する内容
であると判定 した。
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